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RNA特异性腺苷脱氨酶1与Caveolin 1在脓毒症相关

肝损伤中的作用及机制

尹朝奇，陶如意，王少华，陈佳，唐封杰，刘灿，刘岱松，陈舒悦，周建大，陈丰原

（中南大学湘雅三医院 烧伤整形科，湖南 长沙 410013）

摘 要 背景与目的：脓毒症相关肝损伤（SRLI）发病机制尚不清楚，细菌内毒素（LPS）对肝脏血管内皮细胞

的炎症损害可能是重要环节。前期研究提示，RNA特异性腺苷脱氨酶1 （ADAR1） 可能通过调控内皮

细胞功能相关蛋白Caveolin 1（Cav-1）在参与血管内皮应激中的局部和全身炎症反应。因此，本研究初

步探讨ADAR1与Cav-1在SRLI中的作用，以期为SRLI的早期防治寻找新的方法。

方法：取 ADARl 基因敲除小鼠 （ADAR1ECKO） 与野生型小鼠 （ADAR1flox/flox） 各 20 只，腹腔注射 LPS

（20 mg/kg） 诱导脓毒症小鼠模型脓毒症模型，6 h后每组小鼠各取10只，获取肝脏组织，并分离肝窦

内皮细胞 （LSECs），通过HE染色观察其肝脏病理学改变，用细胞免疫荧光法观察LSECs中Cav-1及其

下游蛋白VE-cadherin的表达，两组其余小鼠用于生存率分析；用ADARl siRNA转染正常野生型小鼠的

LSECs后，通过内皮细胞成管实验观察转染后LSECs的增殖情况、Western blot 检测Cav-1下游相关蛋白

的表达。

结果：生存观察结果显示，注射 LPS 后，ADAR1ECKO 小鼠死亡时间早于 ADAR1flox/flox 小鼠，存活率低于

ADAR1flox/flox 小鼠 （均 P<0.05）；组织病理学观察显示，注射 LPS 6 h 后，ADAR1ECKO 小鼠的肝损伤比

ADAR1flox/flox小鼠更严重；细胞免疫荧光观察显示，注射LPS 6 h后，ADAR1ECKO小鼠LSECs中Cav-1与VE-

cadherin的表达低于ADAR1flox/flox小鼠。正常野生型小鼠的LSECs转染ADARl siRNA后，成管能力明显减

弱，Cav-1下游蛋白VE-cadherin的表达下调，但 β-Catenin的表达无明显变化。

结论：ADAR1的下调或功能缺失会导致SRLI加重，机制可能涉及其调控Cav-1/VE-cadherin通路的活性。

因此，激活ADAR1/Cav-1/VE-cadherin通路可能是防治SRLI的有效策略。
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Abstract Background and Aims: The pathogenesis of sepsis-related liver injury (SRLI) remains unclear, and the

inflammatory damage of bacterial lipopolysaccharides (LPS) to the hepatic endothelial cells may be an

important process. Previous studies have suggested that RNA-specific adenosine deaminase 1 (ADAR1)

may be involved in local and systemic inflammatory responses during endothelial stress through

regulating the endothelial cell function-related protein Caveolin-1 (Cav-1). Therefore, this study was

conducted as a preliminary assessment to analyze the roles of ADAR1 and Cav-1 in SRLI, so as to help

find a new approach for early prevention and management of SRLI.

Methods: Mouse sepsis models were induced in 20 ADARl knockout mice (ADAR1ECKO) and 20 wild-

type mice (ADAR1flox/flox) by injection of LPS (20 mg/kg). Ten mice in each group were sacrificed at 6 h

after LPS injection, the liver tissues were harvested for histopathological observation by HE staining and

the liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) were isolated for observation of the expressions of Cav-1

and its downstream protein VE-cadherin by cellular immunofluorescence. The remaining mice in the two

groups were used for survival observation. In LSECs from normal wild-type mice after ADARl siRNA

transfection, the proliferative ability was determined by endothelial tube formation assay, and the

expressions of the relevant downstream proteins of Cav-1 were determined by Western blot analysis.

Results: The results of survival observation showed that the time of death of ADAR1ECKO mice was

earlier than that of ADAR1flox/flox mice, and the survival rate of ADAR1ECKO mice was lower than that of

ADAR1flox/flox mice after LPS injection (both P<0.05); the results of histopathological showed that the

liver injury in ADAR1ECKO was severe than that in ADAR1flox/flox mice at 6 h after LPS injection; the

results of cellular immunofluorescence showed that the expressions of Cav-1 and VE-cadherin in LSECs

were lower from ADAR1ECKO mice than those from ADAR1flox/flox mice. In LSECs from normal wild-type

mice after ADARl siRNA transfection, the tube formation ability was decreased, and the expression of

Cav-1 downstream protein VE-cadherin was down-regulated, while the expression of β-Catenin had no

obvious change.

Conclusion: The down-regulation or functional deficiency ADAR1 can cause the aggravation of SRLI,

and the mechanism is probably associated with its regulating the activity of the Cav-1/VE-cadherin

pathway. Thus, activation of the ADAR1/Cav-1/VE-cadherin pathway is potentially an effective strategy

for prevention and treatment of SRLI.
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脓毒症相关肝损伤 （sepsis related liver injury，

SRLI） 的治疗仍是医学界重大难题，深入研究

SRLI 的发病机制尤其是探明早期发病机制以及寻

找新的治疗方法对 SRLI 具有重要意义。在脓毒症

病 理 条 件 下 ， 肝 窦 内 皮 细 胞 （liver sinusoidal

endothelial cells，LSECs） 总是暴露于循环的病原体

和细菌内毒素 （lipopolysaccharide，LPS），血管内

皮细胞作为血液与全身组织细胞信息交换的界面，

最先受到代谢物质及其引发的系统性炎症损害，

从而导致内皮功能障碍[1-3]。

前 期 研 究[4] 发 现 RNA 特 异 性 腺 苷 脱 氨 酶 1

（ADAR1） 作为一种全新的血管调节分子在血管生

长、发育以及血管再生中具有重要作用。腺苷脱

氨酶是与双链RNA （dsRNA） 结合并通过脱氨将腺

苷 （A） 转化为肌苷 （I） 的酶。研究[5-6]还发现，

体外血管内皮细胞中下调 ADAR1 可致质膜微囊蛋

白Caveolin 1 （Cav-1） 明显下调，Cav-1是一种特化

的细胞质膜结构，在血管内皮细胞存在丰富，其

在内吞、膜转运以及信号转导等过程中发挥关键

作用。那么 ADAR1 及 Cav-1 是否参与了 SRLI 目前

未见文献报道。

考虑到 LSECs 在肝损伤中起着至关重要的作

用，本研究观察了 ADAR1 缺乏在 LPS 诱导的肝损

伤中对LSECs的作用，并探讨ADAR1在 LPS诱导的

肝损伤中的作用及相关机制，以期为临床早期防

治SRLI开拓新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

ADARl 内皮特异性敲除小鼠 （ADAR1ECKO 小

鼠） 由本实验室自行培育，ADAR1flox/flox 野生型小

鼠 、 高 表 达 ADARl 基 因 腺 病 毒 （adenoviruses

expressing ADARl gene，Ad-ADARl） 由美国匹兹堡

大学 Qing Dewang 副教授友情提供。所有基因工程

小鼠经过严格标准化PCR鉴定，按文献[7]方法体外

培养的原代 LSECs。其他实验材料与仪器包括：

Anti-ADAR1 Antibody （Abcam，英国）、RIPA 裂解

液 （Servicebio， 中 国）、 50×Cooktail （Servicebio，

中国）、PMSF （Servicebio，中国）、磷酸化蛋白酶

抑 制 剂 （Servicebio， 中 国）、 显 影 定 影 试 剂

（Servicebio， 中 国）、 BCA 蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒

（Servicebio，中国）、TRIzol （Life Technologies，美

国）、M-MLV （promega，美国）、dNTPs （Promega，

美国）、oligo dT （生工，中国上海）、Bulge-LoopTM

miRNA （ 锐 博 ， 中 国 广 州 ）、 Rnase Inhibitor

（Promega， 美 国）、 SYBR Master Mixture （Takara，

日本）、胎牛血清 （Ausbian，澳大利亚）、DMEM

（Corning，美国）、胰酶 （上海化学试剂有限公司，

中国上海）、酶标检测仪 （Rayto，美国）、冷冻离

心机 （Heal Force，中国）、电泳仪 （北京六一生物

科技有限公司，中国北京）、Nanodrop 分光光度计

（Thermo， 德 国）、 Real time PCR 仪 （Agilent， 美

国 ）、 96 孔 板 （Cornning， 美 国 ）、 扫 描 仪

（EPSON，日本）。

1.2 实验方法

1.2.1 总体设计 取 ADAR1ECKO 小鼠和 ADAR1flox/flox

野生型小鼠各20只，腹腔注射20 mg/kg LPS建立脓

毒症小鼠模型，在 LPS 处理 6 h 后，每组各处死

10只小鼠后采集肝脏组织，并分离LSECs，用于组

织形态学与免疫荧光检测，每组剩余 10 只用于生

存率观察。取正常野生型小鼠的LSECs转染ADARl

siRNA，以转染 siRNA 阴性序列及无转染的 LSECs

为对照，观察 LSECs 增殖能力及 Cav-1 下游蛋白

VE-cadherin与 β-Catenin表达的变化。

1.2.2 组织病理 将福尔马林固定的肝脏标本进行

石蜡包埋，采用 HE 染色进行评价。所有的照片均

用Olympus Provis 显微镜拍摄。

1.2.3 LSECs 分离培养及转染方法 取新鲜离体小

鼠肝组织，分离培养并鉴定细胞为血管内皮细胞，

将细胞放置在 37 ℃，5% CO2 的环境下 EGM-2 培养

基中，培养 2~3 代，接种至 6 孔板[7]。取生长良好

的3~8代用于实验，培养细胞时隔天用新鲜培养基

换液，并待细胞生长到 80% 密度时可传代继续培

养。转染 ADARl siRNA 24 h 前，在 2 mL 无抗生素

EGM-2 培养基中接种 106 个细胞，转染时细胞融合

度为 80%。转染时，将 50 nmol/L ADARl siRNA、对

照 siRNA 和 6 μL LipofectamineTM 2000 混合加入到

200 μL opti-MEM培养基中，室温下静置30 min。细

胞板 opti-MEM漂洗2遍后，转染复合物加入到细胞

板，前后摇晃混匀。转染 48 h 后即进行实验。

ADARl siRNA 序 列 ： 5´ -CAU CAA AUG CCU CAA

AUA A-3´（Dhamacon）。

1.2.4 Western blot 检测小鼠 LSECs 的 ADAR1 及相关

蛋白表达水平 提取细胞总蛋白溶液，加入蛋白质

上样缓冲液 （2∶1） 后沸水浴 10 min，以 10 µL 每

孔进行上样电泳，转膜，用5%的脱脂牛奶封闭1 h。

一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温下孵育 30 min 后，

TBST 漂洗 3 次。避光，显色，凝胶成像仪中拍照。

扫描存档，PhotoShop 整理去色，Alpha 软件处理系

统分析目标带的光密度值。

1.2.5 细胞免疫荧光 首先将转染 ADARl 的肝内皮

细胞种植在玻璃片上，然后用 4% PFA 室温下固定

30 min，PBS 漂洗 2 次后，0.1% TX-100 室温下作用

1~2 min使细胞膜通透。然后将玻璃片置于湿盒中，

用 5%BSA/TBS 封闭 30 min，PBS 漂洗 3 遍。接着将

一抗稀释在 1% BSA/TBS （稀释倍数依具体抗体而

定），每个玻璃片加 50 μL 抗体稀释液，4 ℃孵育

过夜。过夜后 PBS 漂洗 3 遍，将二抗稀释在 1%

BSA/TBS 中，每个玻璃片加 50 μL 二抗稀释液，常

温下 30 min，最后滴加 DAPI 染核 5 min，加上封片

胶后用载玻片封片在激光共聚焦显微镜下观察。

1.2.6 内皮细胞小管形成检测 先将 Matrigel 放入

40 ℃冰箱过夜待其融化。96 孔板和枪头提前置

于-20 ℃冰箱预冷。第 2 天取 50 μL Matrigel 加入冷

冻的 96 孔板中，静止后放入 37 ℃孵育待其凝固。

分别取消化的siR-对照组、空白对照组、siADAR1组

肝内皮细胞后计数，将2.5×104细胞接种于Matrigel

上，利用EGM-2培养，置于37 ℃孵箱孵育6 h。最

后在显微镜下照相，计算小管的数目。小管计数
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用，本研究观察了 ADAR1 缺乏在 LPS 诱导的肝损

伤中对LSECs的作用，并探讨ADAR1在 LPS诱导的

肝损伤中的作用及相关机制，以期为临床早期防

治SRLI开拓新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

ADARl 内皮特异性敲除小鼠 （ADAR1ECKO 小

鼠） 由本实验室自行培育，ADAR1flox/flox 野生型小

鼠 、 高 表 达 ADARl 基 因 腺 病 毒 （adenoviruses

expressing ADARl gene，Ad-ADARl） 由美国匹兹堡

大学 Qing Dewang 副教授友情提供。所有基因工程

小鼠经过严格标准化PCR鉴定，按文献[7]方法体外

培养的原代 LSECs。其他实验材料与仪器包括：

Anti-ADAR1 Antibody （Abcam，英国）、RIPA 裂解

液 （Servicebio， 中 国）、 50×Cooktail （Servicebio，

中国）、PMSF （Servicebio，中国）、磷酸化蛋白酶

抑 制 剂 （Servicebio， 中 国）、 显 影 定 影 试 剂

（Servicebio， 中 国）、 BCA 蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒

（Servicebio，中国）、TRIzol （Life Technologies，美

国）、M-MLV （promega，美国）、dNTPs （Promega，

美国）、oligo dT （生工，中国上海）、Bulge-LoopTM

miRNA （ 锐 博 ， 中 国 广 州 ）、 Rnase Inhibitor
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国 ）、 96 孔 板 （Cornning， 美 国 ）、 扫 描 仪

（EPSON，日本）。

1.2 实验方法

1.2.1 总体设计 取 ADAR1ECKO 小鼠和 ADAR1flox/flox

野生型小鼠各20只，腹腔注射20 mg/kg LPS建立脓

毒症小鼠模型，在 LPS 处理 6 h 后，每组各处死

10只小鼠后采集肝脏组织，并分离LSECs，用于组

织形态学与免疫荧光检测，每组剩余 10 只用于生

存率观察。取正常野生型小鼠的LSECs转染ADARl

siRNA，以转染 siRNA 阴性序列及无转染的 LSECs
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换液，并待细胞生长到 80% 密度时可传代继续培
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一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温下孵育 30 min 后，

TBST 漂洗 3 次。避光，显色，凝胶成像仪中拍照。
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统分析目标带的光密度值。

1.2.5 细胞免疫荧光 首先将转染 ADARl 的肝内皮

细胞种植在玻璃片上，然后用 4% PFA 室温下固定

30 min，PBS 漂洗 2 次后，0.1% TX-100 室温下作用

1~2 min使细胞膜通透。然后将玻璃片置于湿盒中，

用 5%BSA/TBS 封闭 30 min，PBS 漂洗 3 遍。接着将

一抗稀释在 1% BSA/TBS （稀释倍数依具体抗体而

定），每个玻璃片加 50 μL 抗体稀释液，4 ℃孵育

过夜。过夜后 PBS 漂洗 3 遍，将二抗稀释在 1%

BSA/TBS 中，每个玻璃片加 50 μL 二抗稀释液，常

温下 30 min，最后滴加 DAPI 染核 5 min，加上封片

胶后用载玻片封片在激光共聚焦显微镜下观察。

1.2.6 内皮细胞小管形成检测 先将 Matrigel 放入

40 ℃冰箱过夜待其融化。96 孔板和枪头提前置

于-20 ℃冰箱预冷。第 2 天取 50 μL Matrigel 加入冷

冻的 96 孔板中，静止后放入 37 ℃孵育待其凝固。

分别取消化的siR-对照组、空白对照组、siADAR1组

肝内皮细胞后计数，将2.5×104细胞接种于Matrigel

上，利用EGM-2培养，置于37 ℃孵箱孵育6 h。最

后在显微镜下照相，计算小管的数目。小管计数

915



中国普通外科杂志 第 31 卷

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

时以长是宽的4倍及以上作为小管的标准。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件进行处理。计量资料

以均数±标准差 （x̄ ± s） 表示。两组之间的比较

采用非配对 t 检验。大于两组之间比较采用单因素

方差分析 （one-way ANOVA），组间两两比较采用

Neuman-Keuls检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LPS处理后两组小鼠的成活情况

将 ADAR1flox/flox 和 ADAR1ECKO 小 鼠 用 20 mg/kg

LPS 腹 腔 注 射 ， 生 存 监 测 结 果 发 现 ， 10 只

ADAR1ECKO 小鼠在 40 h 后全部死亡，而 ADAR1flox/flox

小 鼠 在 3 d 内 仍 有 7 只 存 活 。 统 计 分 析 结 果 显

示 ， ADAR1ECKO 小 鼠 死 亡 时 间 早 于 ADAR1flox/flox

小鼠 （P<0.05），存活率明显低于 ADAR1flox/flox 小鼠

（P<0.05）。

2.2 LPS处理后两组小鼠肝脏组织形态学变化

ADAR1flox/flox 组小鼠肝组织结构和肝细胞间隙

均未见明显异常，肝索走向正常；ADAR1 ECKO组小

鼠肝细胞胞质内可见圆形空泡，炎细胞浸润，肝

索紊乱，大部分细胞坏死。因此，ADAR1ECKO 小鼠

的肝损伤比ADAR1flox/flox小鼠更严重 （图1）。

2.3 LPS处理后两组小鼠内皮细胞Cav-1和 VE-

cadherin的表达

LPS 处理后的 ADAR1ECKO 小鼠 LSECs 中 Cav-1 和

VE-cadherin 的表达明显低于对照组 ADAR1flox/flox 小

鼠，说明内皮细胞缺失 ADARl 可抑制肝脏血管内

皮 细 胞 相 关 蛋 白 Cav-1 和 VE-cadherin 的 表

达 （图2）。

A B

图1 小鼠肝组织HE染色（×200） A：ADAR1ECKO小鼠；B：ADAR1flox/flox小鼠

Figure 1 HE staining of the mouse liver tissues (×200) A: ADAR1ECKO mouse; B: ADAR1flox/flox mouse

MergeVE-cadherinCav-1DAPI

A
D
A
R
1f1

ox
/fl
ox
小

鼠
A
D
A
R
1E

C
K
O
小

鼠

图2 免疫荧光法检测LPS处理后两组小鼠LSECs中Cav-1和VE-cadherin的表达

Figure 2 Expressions of Cav-1 and VE-cadherin in the LSECs from mice of the two groups after LPS treatment by cellular

immunofluorescence

2.4 沉默ADAR1后LSECs的增殖能力

与空白对照组比较，siR-ADAR1组镜下细胞成

血管网稀疏，内皮细胞增殖、小管形成功能抑制；

对 照 siRNA 组 与 空 白 对 照 组 间 无 明 显 差

异 （图3）。

2.5 Western blot检测LSECs转染siRNA后Cav-1

下游蛋白的表达

与空白对照组比较，LSECs 转染 ADARl siRNA

后，ADARl 与 VE-Cadherin 表达下调，但 β -Catenin

的表达无明显变化；对照 siRNA组与空白对照组间

各蛋白表达水平无明显差异 （图4）。

3 讨 论

SRLI发生率高，往往发展为多器官功能障碍，

导致病死率显著增加，是急危重症领域内的救治

难题[8-10]，因此，深入研究SRLI的发病机制尤其是

探明早期发病机制以及寻找新的治疗方法对 SRLI

具有重要意义[11-12]。

SRLI 的发病机制是肝内皮细胞在受到有害刺

激时 （如脓毒症及其引发的炎症和代谢紊乱等因

素），产生内皮细胞应激反应，炎症细胞因子激活

嗜中性粒细胞释放损伤相关分子模式和炎症介质，

活化的补体系统最终形成膜攻击成分并损伤内皮

细胞[13-16]。因此，内皮细胞应激是导致 SRLI 早期

的关键步骤，寻找 SRLI 血管内皮应激过程中起关

键作用的生物分子，阐明其作用机制，从内皮细

胞应激的启动、调控、干预等环节建立早期预警

体系，将最终为SRLI早期防控提供方向[17-20]。

前期研究[15]发现 ADAR1 作为一种全新的血管

调节分子在血管生长、发育以及血管再生中具有

重要作用。腺苷脱氨酶是与 dsRNA 结合并通过脱

氨将腺苷 （A） 转化为肌苷 （I） 的酶[21]。ADAR1

是 ADAR 家族中定义最明确的成员，它有两个亚

型：P110 和 P150[5]。ADAR1 于 1994 年从牛肝脏中

被鉴别和分离出来，由于其在体内的广泛的编译

作用，近年研究发现其在多个功能领域具有重要

作用，越来越受到重视，最新的研究主要包括炎

症损伤与免疫调控[4,22-23]，ADAR1 可被多种炎症刺

激 激 活 ， 并 已 被 证 实 参 与 局 部 和 全 身 炎 症

反应[24-25]。

为了观察 ADAR1 表达对脓毒症小鼠肝损伤的

影响，本研究将 ADAR1flox/flox 和 ADAR1ECKO 小鼠用

20 mg/kg LPS 腹 腔 注 射 ， 生 存 监 测 结 果 显 示 ，

ADAR1ECKO 小鼠死亡早于 ADAR1flox/flox 小鼠，存活率

显 著 低 于 ADAR1flox/flox 小 鼠 。 对 LPS 刺 激 的

ADAR1flox/flox 和 ADAR1ECKO 小鼠中肝组织学分析显

示，ADAR1ECKO 小鼠的肝损伤比 ADAR1flox/flox 小鼠更

严重。提示 ADAR1 在 SRLI 的发病机制起了重要作

用。细胞免疫荧光技术观察发现：通过检测发现

LPS 处理后的 ADAR1ECKO小鼠 Cav-1 和 VE-cadherin 的

A B C

图3 内皮细胞成管实验 A：空白对照组；B：对照 siRNA组；C：ADARl siRNA组

Figure 3 Endothelial tube formation assay A: Blank control group; B: Control siRNA group; C: ADARl siRNA group

VE-cadherin

β-Catenin

ADAR1

β-actin

空白对照组

120 kD

92 kD

110 kD

45 kD

对照siRNA组 ADARl siRNA组

图4 LSECs转染ADAR1 siRNA后Cav-1下游蛋白的表达

Figure 4 Expressions of the downstream proteins of Cav-1

in LSECs after ADAR1 siRNA transfection
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2.4 沉默ADAR1后LSECs的增殖能力

与空白对照组比较，siR-ADAR1组镜下细胞成

血管网稀疏，内皮细胞增殖、小管形成功能抑制；

对 照 siRNA 组 与 空 白 对 照 组 间 无 明 显 差

异 （图3）。

2.5 Western blot检测LSECs转染siRNA后Cav-1

下游蛋白的表达

与空白对照组比较，LSECs 转染 ADARl siRNA

后，ADARl 与 VE-Cadherin 表达下调，但 β -Catenin

的表达无明显变化；对照 siRNA组与空白对照组间

各蛋白表达水平无明显差异 （图4）。

3 讨 论

SRLI发生率高，往往发展为多器官功能障碍，

导致病死率显著增加，是急危重症领域内的救治

难题[8-10]，因此，深入研究SRLI的发病机制尤其是

探明早期发病机制以及寻找新的治疗方法对 SRLI

具有重要意义[11-12]。

SRLI 的发病机制是肝内皮细胞在受到有害刺

激时 （如脓毒症及其引发的炎症和代谢紊乱等因

素），产生内皮细胞应激反应，炎症细胞因子激活

嗜中性粒细胞释放损伤相关分子模式和炎症介质，

活化的补体系统最终形成膜攻击成分并损伤内皮

细胞[13-16]。因此，内皮细胞应激是导致 SRLI 早期

的关键步骤，寻找 SRLI 血管内皮应激过程中起关

键作用的生物分子，阐明其作用机制，从内皮细

胞应激的启动、调控、干预等环节建立早期预警

体系，将最终为SRLI早期防控提供方向[17-20]。

前期研究[15]发现 ADAR1 作为一种全新的血管

调节分子在血管生长、发育以及血管再生中具有

重要作用。腺苷脱氨酶是与 dsRNA 结合并通过脱

氨将腺苷 （A） 转化为肌苷 （I） 的酶[21]。ADAR1

是 ADAR 家族中定义最明确的成员，它有两个亚

型：P110 和 P150[5]。ADAR1 于 1994 年从牛肝脏中

被鉴别和分离出来，由于其在体内的广泛的编译

作用，近年研究发现其在多个功能领域具有重要

作用，越来越受到重视，最新的研究主要包括炎

症损伤与免疫调控[4,22-23]，ADAR1 可被多种炎症刺

激 激 活 ， 并 已 被 证 实 参 与 局 部 和 全 身 炎 症

反应[24-25]。

为了观察 ADAR1 表达对脓毒症小鼠肝损伤的

影响，本研究将 ADAR1flox/flox 和 ADAR1ECKO 小鼠用

20 mg/kg LPS 腹 腔 注 射 ， 生 存 监 测 结 果 显 示 ，

ADAR1ECKO 小鼠死亡早于 ADAR1flox/flox 小鼠，存活率

显 著 低 于 ADAR1flox/flox 小 鼠 。 对 LPS 刺 激 的

ADAR1flox/flox 和 ADAR1ECKO 小鼠中肝组织学分析显

示，ADAR1ECKO 小鼠的肝损伤比 ADAR1flox/flox 小鼠更

严重。提示 ADAR1 在 SRLI 的发病机制起了重要作

用。细胞免疫荧光技术观察发现：通过检测发现

LPS 处理后的 ADAR1ECKO小鼠 Cav-1 和 VE-cadherin 的

A B C

图3 内皮细胞成管实验 A：空白对照组；B：对照 siRNA组；C：ADARl siRNA组

Figure 3 Endothelial tube formation assay A: Blank control group; B: Control siRNA group; C: ADARl siRNA group
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Figure 4 Expressions of the downstream proteins of Cav-1

in LSECs after ADAR1 siRNA transfection
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表达显著低于对照组ADAR1flox/flox小鼠，提示ADARl

与 Cav-1/VE-Cadherin通路密切关联。

研究[20, 26-28]发现，Cav-1 是细胞表面的小窝样

内陷结构 （Caveolae） 的标志性蛋白，是一种特化

的细胞质膜结构，在血管内皮细胞存在丰富，其

作为小窝主要的结构和调节成分，在生理情况下，

能够与细胞膜及小窝上的 eNOS 稳定结合，抑制其

活性从而实现其对下游蛋白分子活性的负向调控。

本研究利用 ADAR1 敲除策略，初步检测了 ADAR1

在体外培养的原代LSECs中的作用。结果显示，与

对照组比较，si-ADAR1 组镜下细胞成血管网稀疏，

内皮细胞增殖、小管形成功能抑制；Cav-1 下游蛋

白 VE-Cadherin 表达下调，但 β -Catenin 的表达无明

显变化。提示 ADARl 在 SRLI 中的作用可能与其调

控Cav-1/VE-Cadherin通路的活性有关。

综上所述，根据前期研究积累及实验结果，

结合 SRLI 发病机制研究的最新进展，笔者提出以

下假说：脓毒症导致的内皮细胞应激是其继发

SRLI 的早期关键机制，脓毒症状态下，肝内皮细

胞受缺氧刺激致 ADAR 下降，继而通过 Cav-1/VE-

Cadherin 途径造成 LSECs 屏障损伤，继而可能导致

一系列反应，如组织因子增加，激活外源性凝血

途径促使血小板活化聚集等，进一步加快了肝损

伤的进展。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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